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Verwendung eines Proteins zur Herstellung eines Medikaments 
zur Stimulierung.. des angeborenen unspezif ischen Immunsys terns 

5 Die Erfindung betrifft eine Verwendung eines Proteins zur 
Herstellung eines Medikaments und ein Medikament zur Stimu- 
lierung des angeborenen unspezif ischen Immunsystems . Sie be- 
trifft ferner ein Verfahren zur Herstellung des Medikaments. 

10 Der pathologische Zelltod, die Nekrose, ist mit einem An- 

schwellen der Zellorganellen und der Zelle selbst verbunden. 
Die Zytoplasmamembran wird durchlassig und die Zellinhalts- 
stoffe werden freigesetzt. Im Gegensatz dazu bleibt beim 
programmierten Zelltod, der Apoptose, die Zellmembran zu- 

15 nachst erhalten. Die Zellen werden beseitigt, bevor deren 

moglicherweise gefahrlicher Inhalt in die Umgebung abgegeben 
wird. Die Zellen unterliegen dabei in einem fruhen Apoptose - 
stadium Oberf lachenanderungen, beispielsweise einer Modifi- 
zierung der Kohlenhydrate und der Exposition anionischer 

20 Phospholipide, insbesondere von Phosphatidyl serin (PS) auf 
der AuSenseite der Zytoplasmamembran. Letzteres wird durch 
die Herabregulierung der ATP-abhangigen Aminophospholipid- 
Translokase verursacht, welche Aminophospholipide von der 
AuSenseite zu der Innenseite der Membran spezifisch trans- 

25 portiert. AuSerdem wird eine als Scramblase bezeichnete, 

nicht-spezif ische Lipid-Flipsite aktiviert, was zu einer Be- 
schleunigung des Phosphatidylserin-Flip-Flop-Mechanismus 
fuhrt. Auf der AuSenseite der Zytoplasmamembran befindliches 
Phosphatidylserin dient als Erkennungs signal fur die Besei- 

3 0 tigung apoptotischer Zellen. 

Es ist bekannt, dass die Prainkubation apoptotischer Lympho- 
zyten mit Annexin V (AxV) die Aufnahme apoptotischer Zellen 
durch murine Peritonealmakrophagen, Makrophagen der J774- 
35 Zellinie der Maus und Knochenmarks -Makrophagen wirksam blok- 
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kiert (Krahling, S. ; et al . , Cell Death Differ. 6 (1999), 
183-189) . AuJSerdem fiihrt Annexin V im Allgemeinen zu starker 
Inhibition der Aufnahme apoptotischer Zellen sowohl durch 
aktivierte als auch nicht-aktivierte Makrophagen. Infolge 
5 seiner Ca 2+ -Kanalaktivitat verlangsamt Annexin V iiberdies die 
Apoptose in CEM-Zellen. 

Die Beseitigung apoptotischer Zellen induziert normal erweise 
weder eine Entziindung noch eine Immunantwort . In direktem 

10 Kontakt mit Plasma konnen apoptotische Zellen prokoagulato- 
rische und unter bestimmten Bedingungen pro-inf lammato- 
rische Effekte hervorrufen. Auf Monocyten/Makrophagen domi- 
nieren jedoch normalerweise immunomodulierende Effekte von 
apoptotischen Zellen durch die Wechselwirkung der apoptoti- 

15 schen Zellen iiber Thrombospondin mit CD3 6 auf Phagozyten. 

Lektin-artige Molekule, wie der Vitronektin-Rezeptor 
(CD51/CD61) , Thrombospondin, CD36 und CD14, sind Rezeptoren, 
die Oberf lachenanderungen auf apoptotischen Zellen erkennen. 
2 0 CD14 scheint fur die Phagozytose von Lymphozyten und lipid- 
symmetrischen Erythrozyten bei aktivierten und nicht-akti- 
vierten Makrophagen erforderlich zu sein. 

Die Phagozytose apoptotischer Lymphozyten durch Makrophagen 
25 wird stereospezif isch durch Phosphatidyl-L-serin-Liposomen 
gehemmt . Ein fur die Erkennung des Phosphatidyl-L-serins 
verantwortlicher Rezeptor wird durch Antikorper definiert, 
die durch Immunisierung mit TGF-p- und p-Glucan-stimulierte 
Makrophagen hervorgeruf en wurden (Fadok, V.A, et al . , Nature 
30 405(6782) (2000), 85-90). Weitere fur diese Erkennung apop- 
totischer Zellen wichtige Rezeptoren sind u.a. die Scaven- 
ger-Rezeptoren, der LPS-Rezeptor CD14 , der Thrombospondin- 
Rezeptor CD3 6, der Vitronektin-Rezeptor CD51/CD61, die Kom- 
plementrezeptoren und das Makrosialin CD68 . Aufierdem konnen 
35 pentraxine, Kollektine, unterschiedliche Komplementf aktoren, 
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02 -Glycoprotein, die Annexine und Gas-6 als Adaptorproteine 
dienen. 

Es ist weiterhin bekannt, dass Mause, denen apoptotische 
menschliche T-Zellen injiziert wurden, im Vergleich zu Kon- 
trollmausen, denen lebensf ahige Zellen injiziert wurden, si- 
gnifikant verringerte humorale Antworten gegen T- Zellen 
zeigten (Ponner, B. B . , et al . , Scand. J. Immunol. 47 
(1998), 343-347). Es wurde auch beobachtet, dass eine Immu- 
nisierung mit apoptotischen Krebszellen drastisch verringer- 
te zytotoxische T-Zell -Antworten im Vergleich mit lebenden 
wachstumsblockierten Zellen induzierte (Ronchetti, A., et 
al., J. Immunol. 163 (1999), 130-136). Das zeigt, dass die 
Engulf mentphagozytose apoptotischer Zellen nicht zu einer 
effizienten Antigenprasentation und Aktivierung von T- und 
B-Lymphozyten fuhrt. Es ist moglich, dass eine schnelle En- 
gulf mentphagozytose apoptotischer Zellen durch Makrophagen 
und deren anti-inf lammatorische Antwort die Aufnahme und ef- 
fiziente Presentation von aus apoptotischen Zellen stammen- 
den Antigenen durch dendritische Zellen verhindert . Zusam- 
men mit einer Produktion von Interleukin-10 (IL-10) durch 
Monocyten/Makrophagen nach Kontakt mit apoptotischen Zellen 
konnen diese Erkenntnisse die schlechte Effizienz von Krebs- 
vakzinen, die apoptotische Zellen enthalten, erklaren. 

Aus Stach C. M. et al . , Cell Death and Differentiation (2000) 
7, 911-915 ist es bekannt, dass Annexin V die humorale Im- 
munantwort stimuliert . Uber eine Stimulierung der zelluliren 
Immunantwort oder des angeborenen unspezif ischen Immunsystems 
enthalt dieser Artikel keine Angaben. 

Aufgabe der Erfindung ist es, die Nachteile nach dem Stand 
der Technik zu beseitigen. Es sollen insbesondere eine Ver- 
wendung und ein Medikament gegen Tumore, Viren, Bakterien 



WO 03/022883 



PCT/EP02/09473 



und Parasiten angegeben werden. Ferner soil ein Verfahren 
zur Herstellung des Medikaments angegeben werden. 

Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspriiche 1, 14 und 
22 gelost. Zweckmafiige Ausgestaltungen der Erfindungen erge- 
ben sich aus den Merkmalen der Anspriiche 2 bis 13, 15 bis 21 
und 23 bis 33. 

Nach MaEgabe der Erfindung ist die Verwendung eines Proteins 
zur Herstellung eines Medikaments zur Stimulierung des ange- 
borenen unspezif ischen Immunsystems vorgesehen, wobei das 
Protein 

a) Annexin V oder ein damit weitgehend ahnliches Molekiil 
oder 

b) ein wirksames Fragment von Annexin V oder des damit 
weitgehend ahnlichen Molekuls umfasst. 

Es hat sich iiberraschenderweise gezeigt, dass die Verwendung 
des erfindungsgemaSen Proteins zu einer pro- inf lammatorischen 
Antwort der Monocyten oder Makrophagen und damit zu einer Er- 
hohung der zellularen Immunitat f iihrt . Das beanspruchte Pro- 
tein eignet sich hervorragend zur Bekampfung von Tumoren, Vi- 
ren, Bakterien und Parasiten. 

Die Wirkung des erfindungsgemaSen Proteins beruht offensicht- 
lich darauf, dass apoptotische Zellen durch eine Beladung mit 
Annexin V so verandert werden, dass sie in der Lage sind, das 
angeborene unspezif ische Immunsystem, insbesondere natiirliche 
Killerzellen (NK- Zellen) und Makrophagen, zu aktivieren. Fer- 
ner wird durch die Verabreichung von Annexin V die wirksame 
Konzentration des Monokin TNF-a erhoht . Das Monokin TNF-a ist 
besonders wichtig fur die Rekrutierung von NK- Zellen in das 
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Peritoneum (Smyth, M. J. et al . , 1998, J. Exp. Med. 9:1611- 
1619) . Ferner wird die Wirkung des erf indungsgemaSen Proteins 
insbesondere auch darauf zuriickgef iihrt , dass es an Phosphati- 
dylserin bindet und dessen anti-inf lammatorische Potenz inhi- 
biert. Diese Funktion des Proteins wird nicht nur erfiillt, 
wenn es sich urn Annexin V handelt . Sie wird auch dann er- 
fiillt, wenn das Protein lediglich ein mit Annexin V ahnliches 
Molekiil oder ein wirksames Fragment von Annexin V oder ein 
mit dem Fragment weitgehend ahnliches Molekiil umfasst. - Ein 
Fragment ist insbesondere dann "wirksam" , wenn es an Phospha- 
tidylserin bindet und zur Stimulierung einer pro-inf lammato- 
rischen zellularen Immunantwort beitragt . Unter dem Begriff 
"ahnliche Molekiile" werden solche Molekiile verstanden, welche 
insbesondere an Phosphatidylserin binden und zu einem gewis- 
sen Grad eine Identitat mit Annexin V aufweisen. 

Nach einer Ausgestaltung kann eine Aminosauresequenz des Pro- 
teins der Aminosauresequenz der SEQ ID Nr. 1 oder Nr. 2 ent- 
sprechen oder zumindest zu 50%, vorzugsweise zumindest zu 
60%, besonders bevorzugt zumindest zu 70%, ganz besonders be- 
vorzugt zumindest zu 80%, identisch damit sein. Die Ermitt- 
lung der Identitat kann erfolgen z.B. nach dem Verfahren von 
Altschul, S. F. et al. (1997), Nucleic Acids Res. 25:3389- 
3402. 

Unter dem Begriff "Identitat" wird vorliegend das AusmaE ver- 
standen, zu welchem zwei Nukleotid- oder Aminosauresequenzen 
invariant sind. 

Bei der Aminosauresequenz der SEQ ID Nr. 2 handelt es sich urn 
eine N-terminale Dele tionsmut ante der Aminosauresequenz der 
SEQ ID Nr. 1, der die acht Aminosauren 3 bis 10, das heiSt 
die Aminosauren Lys Tyr Thr Arg Gly Thr Val Thr fehlen. 



WO 03/022883 



PCT/EP02/09473 



6 

ZweckmaiSigerweise ist das Annexin V nicht - humane s Annexin V, 
vorzugsweise das Annexin V des Huhns . Ein Vergleich der Ami- 
nosauresequenz des Annexin V des Huhns mit menschlichem An- 
nexin V ergibt, dass beide Proteine zu 78,2 % identisch sind. 
Das Annexin V des Huhnes besitzt einen theoretischen isoelek- 
trischen Punkt (pi) von 5,60, wahrend menschliches Annexin V 
einen theoretischen isoelektrischen Punkt von 4,94 aufweist . 
Die Sequenz des menschlichen Annexins kann unter der Zu- 
griffsnummer P08756 in der Protein Datenbank » SWISS-PROT" ab- 
gerufen werden. Beide Annexine sind im Tiermodell immunogen. 

Die Stimulierung der Immunantwort kann durch eine Blockade, 
Verhullung, Maskierung und/oder Entfernung von extrazellula- 
rem membranstandig lokalisierten Phosphatidyl serin bewirkt 
werden. Damit kann das Protein zweckmaSigerweise zur Bekamp- 
fung von Bakterien, Viren, Parasiten oder Tumoren verwendet 
werden. Bevorzugterweise wird das Protein als Adjuvans ver- 
wendet. Es kann in diesem Zusammenhang vorzugsweise in der 
Tumortherapie, fur Tumorvakzine, in der Virustherapie , insbe- 
sondere zur Behandlung von Retrovirusinf ektionen, Lentivirus- 
infektionen, Infektionen mit Treponema pallidum, dem Sindbis- 
virus, Trypanosoma brucei und HIV- Infektionen und zur Behand- 
lung der Malaria sowie in der Malariaimmunisierung verwendet 
werden . 

Das Medikament kann neben dem Wirkstoff weiterhin menschliche 
Tumorzellen umfassen, wobei die Tumorzellen apoptotische 
und/oder nekrotische Tumorzellen sein konnen. Die Apoptose 
und/oder Nekrose der Tumorzellen kann dabei spontan aufgetre- 
ten oder induziert worden sein. Als Induktoren fur die Apop- 
tose und/oder Nekrose kommen Bestrahlung der Tumorzellen ex- 
vivo oder in-vivo oder ein Inkontaktbringen der Tumorzellen 
mit Zytostatika in Betracht. Es eignen sich in diesem Zusam- 
menhang insbesondere Chemikalien wie H 2 0 2 oder Staurosporin, 
Medikamente wie Kortikosteroide, Chemotherapeutika wie Dox- 
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orubicin, cis-Platin oder Hydroxy-Harnstof f , UVB- und UVC- 
Strahlung, sowie (3-, y- oder Rontgenstrahlung . Vorzugsweise 
werden die apoptotischen und/oder nekrotischen Tumorzellen 
mit dem Wirkstoff in Kontakt gebracht . 

Nach weiterer MaSgabe der Erfindung ist ein Medikament zur 
Stimulierung des angeborenen unspezif ischen Immunsystems mit 
einem Protein vorgesehen, welches 

al) Annexin V oder ein damit weitgehend ahnliches Molekul 
oder 

a2) ein wirksames Fragment von Annexin V oder des damit 
weitgehend ahnlichen Molekuls und 

bb) apoptotische und/oder nekrotische Tumorzellen umfasst. 

Wegen der vorteilhaf ten Ausgestaltungen wird auf die vorher- 
gehende Beschreibung verwiesen. Die darin erwahnten Merkmale 
konnen sinngemaS auch Ausgestaltungen des Medikaments sein. 

Nach weiterer MaSgabe der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Herstellung des erf indungsgemaSen Medikaments vorgesehen, wo- 
bei apoptotische und/oder nekrotische Tumorzellen in Kontakt 
gebracht werden mit einem Protein, welches 

a) Annexin V oder ein damit weitgehend ahnliches Molekul 
oder 

b) ein wirksames Fragment von Annexin V oder des damit 
weitgehend ahnlichen Molekuls umfasst. 
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Wegen der vorteilhaf ten Ausgestaltungen wird wiederum auf die 
vorangegangenen Ausfiihrungen verwiesen. Die dort angegebenen 
Merkmale konnen auch zur Ausgestaltung des Verfahrens heran- 
gezogen werden. 

Das in diesem Verfahren verwendete Protein wird vorzugsweise 
durch Expression mittels transf ormierter Stamme von Escheri- 
chia coli und anschliefiende Reinigung hergestellt. Vorzugs- 
weise wird der Stamm Escherichia coli BL21 (DE3) eingesetzt. 
Der verwendete Stamm von Escherichia coli kann mit einem Ex- 
pressionsplasmid transf ormiert werden, der zur Expression von 
Annexin V des Huhnes oder eines wirksamen Fragmentes davon 
fahig ist. Beispielsweise ist das Expressionsplasmid pDJ2- 
AnXV, das neben dem Annexin V des Huhnes exprimierenden Gen 
einen IPTG-induzierbaren tac-Promotor und eine Ant ibiotikum- 
Resistenz-Kasette enthalt. Als Antibiotikum zur Trennung der 
nicht- transf ormierten Bakterien von den transf ormierten Bak- 
terien wird vorzugsweise Kanamycin verwendet . 

Die unter Verwendung der transf ormierten Stamme von Escheri- 
chia coli erhaltenen Zellen, die nach einer Kultur in einem 
Nahrmedium Annexin V des Huhnes enthalten, werden in einem 
Puffer aufgeschlossen. Die dabei erhaltene Losung, die das 
Annexin V des Huhnes enthalt, wird mittels Saulenchromatogra- 
phie gereinigt, wobei ein Salz-Gradient , zweckmaKigerweise 
ein Natriumchlorid-Gradient, verwendet wird. Der Wirkstoff 
wird dabei mit einer Reinheit erhalten, die 95 % iibersteigt . 

Die Eignung von Annexin V des Huhnes oder eines wirksamen 
Fragmentes davon als Wirkstoff beruht auf der Feststellung, 
dass die Maskierung von Phosphatidylserin mit diesem Wirk- 
stoff zu einer pro-inf lammatorischen Wirkung apoptotischer 
und/oder nekrotischer Zellen fiihrt und somit die zellulare 
Immunantwort gegen apoptotische Zellen f ordert . Annexin V des 
Huhnes erhoht die Immunogenitat von autologen bzw. syngenen 
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apoptotischen Zellen deutlich. Es ist deshalb geeignet, die 
Effizienz von Vakzinen, die apoptotische Zellen enthalten, zu 
erhohen. Das ist insbesondere dann von Bedeutung, wenn die 
Zellen vor einer Injektion der Vakzine bestrahlt worden sind. 
Ohne die Verwendung des Wirkstoffes Annexin V des Huhnes ist 
die Immunogenitat dieser Zellen gering, da die Aufnahme apop- 
totischer Zellen eine anti-inf lammatorische Reaktion mensch- 
licher Monocyten/Makrophagen bewirkt . Durch die Behandlung 
der Zellen mit Annexin V des Huhnes wird diese anti-inf lamma- 
torische Wirkung apoptotischer und/oder nekrotischer Zellen 
reduziert und so deren Immunogenitat deutlich erhoht . 

Mit dem erfindungsgemafien Protein kann der anti-inf lammato- 
rische Effekt phosphatidylserin-exponierender Zellen blok- 
kiert werden. Des Weiteren kann das Protein eine Immunstimu- 
lation durch Blockade, Verhullung, Maskierung und/oder Ent- 
fernung von extrazellularem, vorzugsweise membranstandig lo- 
kalisiertem Phosphatidylserin bewirken. Das Protein kann des- 
halb als Modulator einer zellularen Immunantwort verwendet 
werden. 

Ein wichtiges Einsatzgebiet fur die Blockade der anti-inf lam- 
matorischen Wirkungen phosphatidylserin-exponierender Zellen 
ergibt sich aus der daraus result ierenden spezifischen "Adju- 
vanswirkung" . Phosphatidylserin tragende Zellen werden nach 
der Blockade des anti-inf lammatorischen Wirkprinzips uber ei- 
nen pro- inf lammatorischen, immunstimulatorischen Alternativ- 
weg prozessiert, der zu einer massiv erhohten Immunantwort 
fiihrt. Fur diese "Adjuvanswirkung" ergeben sich die unter- 
schiedlichsten Anwendungsgebiete, z.B. in der Humanmedizin. 
Zum einen kann dadurch die Immunogenitat von Tumorvakzinen 
gesteigert werden, wenn diese aus bestrahlten und somit groS- 
tenteils apoptotischen Tumorzellen bestehen. Weiterhin ist es 
moglich, eine zellulare Immunantwort gegen solche Tumorzellen 
zu erzielen, die aus therapeutischen Griinden zytostatisch be- 
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handelt oder in situ radioaktiv bestrahlt worden sind. In 
diesem Fall wiirde eine tumorspezif ische zellulare Immunant- 
wort bei der Beseitigung der Resttumormasse den Therapieer- 
folg steigern. Auch bei der Behandlung von Virusinf ektionen, 
z.B. von behiillten Viren, die Phosphatidyl serin exponieren, 
fiihrt die Blockade des phosphatidyl serinabhangigen anti-in- 
flammatorischen Effekts zu einer spezifischen Immunstimulati- 
on. Als besonders wichtiges Beispiel in diesem Zusammenhang 
muss die Behandlung der Infektionen mit Lentiviren und HIV 
angesehen werden. Ein von der Zelle "unbemerktes" phosphati- 
dylserinabhangiges Eindringen der Viren fiihrt zur Viruspersi- 
stenz im langlebigen Monocyten/Makrophagen-Pool . Die Virus- 
persistenz fiihrt bei den allermeisten Infizierten nach einer 
mehr oder minder langen Latenzzeit zum Tode . Annexin V des 
Huhns ist fur die Behandlung von HIV- Infizierten geeignet, da 
inflammatorisch phagozytiertes apoptotisches Material in den 
Phagozyten einen "respiratory burst" auslost und so zur Zer- 
storung der Virengenome fiihrt. 

Ahnliches gilt auch fur die Behandlung von Infektionen mit 
Phosphatidyl serin- exponierenden Bakterien (z.B. Treponema 
pallidum) oder von Infektionen und parasitaren Erkrankungen, 
die zur Exposition von Phosphatidylserin auf infizierten 
Wirtszellen fiihren (z.B. Sindbisvirus , Plasmodium falciparum, 
Trypanosoma brucei) . 

Die Erfindung wird nachstehend anhand der Zeichnungen naher 
erlautert. Es zeigen: 

Fig. 1 die Expressionskinetik von Annexin V des Huhns in 
transformierten Escherichia Coli BL21 (DE3) anhand 
einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese , 

Fig. 2 eine Polyacrylamid-Gelelektrophorese von Proben der 
einzelnen Reinigungsschritte von Annexin V des 
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Huhns aus transf ormierten Escherichia Coli BL21 
(DE3) , 

Fig. 3 Verhaltnisse der sekretierten Zytokine in Abhangig- 
keit von der Inkubation muriner Peritonealmakropha- 
gen mit radioaktiv bestrahlten Tumorzellen, die 
vorher mit Annexin V des Huhns oder nicht mit Anne- 
xin V behandelt worden waren, 

Fig. 4a den Anteil tumorfreier Tiere in Abhangigkeit von 

der Zeit und der Injektion unterschiedlicher Mengen 
bestrahlter Tumorzellen, die nach der Bestrahlung 
mit oder ohne Annexin V des Huhns behandelt worden 
waren, wobei die Tiere vor der Injektion lebender 
Tumorzellen behandelt worden sind, 

Fig. 4b den Anteil tumorfreier Tiere in Abhangigkeit von 

der Zeit und der Injektion bestrahlter Tumorzellen, 
die nach der Bestrahlung mit oder ohne Annexin V 
des Huhns behandelt worden waren, wobei den Tieren 
vor der Behandlung lebende Tumorzellen injiziert 
wurden, 

Fig. 5a Tumor-Latenz von den Mausen, die den Tumor nicht 
abgestoSen haben, in Abhangigkeit der Dosis be- 
strahlter Tumorzellen und der Gabe an Annexin V und 

Fig. 5b Uberleben von Mausen, die den Tumor nicht abgesto- 
Sen haben, in Abhangigkeit von der Dosis bestrahl- 
ter Tumorzellen und der Gabe an Annexin V, 



Fig. 



6 



den Anteil der tumortragenden Tiere in Abhangigkeit 
der Dauer nach der Tumorinokulation, 
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Fig. 7 die Uberlebensrate in Abhangigkeit der Dauer nach 
der Tumor inokul at ion, 

Fig. 8 die [ 3 H] -Thymidin-Auf nahme von INA6 TUl-Zellen iiber 
der AxV-Konzentration und 

Fig. 9 tabellarische Zusammenstellung der Ergebnisse der 
untersuchten Tiergruppen. 

A. Expression und Reinigung von Annexin V des Huhns 

Al. Expression von Annexin V des Huhns 

Zur Expression von Annexin V des Huhns (cAnxV) wurde als Ex- 
pressionsplasmid pDJ2-AnxV verwendet, das neben dem cAnxV ko- 
dierenden Gen einen IPTG-induzierbaren tac- Promo tor und eine 
Kanamycin-Resistenz-Kassette enthalt. E.coli BL21 (DE3) wurde 
mit dem Expressionsplasmid transf ormiert und Expressionskine- 
tiken durchgef uhrt . Dabei wurde 2xYT mit 50 mg/1 Kanamycin 
als Nahrmedium eingesetzt. 

Fur die Herstellung von cAnxV wurde eine 100 ml Vorkultur mit 
frisch transf ormierten E. coli BL21 (DE3) angeimpft und 8 h 
bei 37°C geschiittelt . 5 1 Hauptkultur wurden mit 5 ml der 
Vorkultur versetzt und 16 bis 20 h bei 37°C geschiittelt. Auf 
einen Zusatz von IPTG wurde verzichtet, da in diesem Fall mit 
und ohne Induktion gleiche Express ionsausbeut en erzielt wur- 
den. Die Zellen wurden anschlieSend durch Zentrifugation ge- 
erntet. Die Zellf euchtmasse betrug 16 bis 21 g. Die Expressi- 
onskinetik ist in Fig. 1 dargestellt. Die Expressionskineti- 
ken ergaben, dass sich E. coli BL21 (DE3) auch ohne Induktion 
mit IPTG fur eine Expression von cAnxV in dem eingesetzten 
Medium eigne t . 
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A2 . Reinigung von Annexin V des Huhns 

Die gemafi Ziff . 1 erhaltenen Zellen wurden in einem Puffer Al 
(2 0 mM Tris/HCl pH 7,5, 2 mM EDTA) resuspendiert und mitt els 
Hochdruck (Gaulin) auf geschlossen. Unlosliche Bestandteile 
der Auf schlusssuspension wurden durch hochtourige Zentrifuga- 
tion entfernt. Der losliche cAnxV-enthaltende Uberstand wurde 
auf eine in Puffer Al aquilibrierte Q-Sepharose-f f -Saule 
(Saule 1) (25 ml, amersham pharmacia, Freiburg) aufgetragen. 
Die Elution des Zielproteins erfolgte durch einen linearen 
NaCl-Gradienten. Die cAnxV-enthaltenden Fraktionen wurden zu- 
sammengefasst und gegen einen Puffer A2 (50 mM Na-Acetat 
pH 5,6) dialysiert. Das Dialysat wurde auf eine in A2 aquili- 
brierte Resource-S-Saule (Saule 2) (6 ml, amersham pharmacia, 
Freiburg) aufgetragen und cAnxV mit einem linearen NaCl-Gra- 
dienten eluiert . Die vereinigten cAnxV-enthaltenden Fraktio- 
nen wurden mittels Ultrafiltration (Pall Filtron, USA) kon- 
zentriert und auf eine in 10 mM Na-Phosphat pH 7,2, 140 mM 
NaCl aquilibrierte Superdex 200 pg-Saule (Saule 3) (amersham 
pharmacia, Freiburg) aufgetragen. Homogenes cAnxV wurde von 
der Saule eluiert. Aus 20 g Zellen (Feuchtmasse) wurden 30 mg 
cAnxV mit einer Reinheit, die 95 % iiberstieg, isoliert. Fig. 
2 zeigt anhand einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese die Er- 
gebnisse der Reinigung unter Verwendung der Saulen 1 bis 3 . 

Alternativ kann anstelle der angegebenen Saulen fur Saule 1 
Q-Sepharose XL (amersham pharmacia, Freiburg) , fur Saule 2 
SP-Sepharose HP (amersham pharmacia, Freiburg) und/oder fur 
Saule 3 Sephacryl S200 HR (amersham pharmacia, Freiburg) ver- 
wendet werden. 

Alternativ kann anstelle der mittels Saule 3 durchgefuhrten 
GroiSen-Ausschluss-Chromatografie (SEC) eine hydrophobe Saule 
eingesetzt werden. In diesem Fall werden die cAnxV-enthal- 
tenden Fraktionen, die von Saule 2 eluieren, vereinigt und 
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mit festem Ammoniumsulf at auf 1,5 M aufgestockt. Die Protein- 
losung wird auf eine Phenyl sepharose ff-Saule (15 ml, amer- 
sham pharmacia, Freiburg) aufgetragen und cAnxV mit einem li- 
nearen Gradienten von 1,5 bis 0 M Ammoniumsulf at eluiert . 

B. Immunisierung von Mausen mit Annexin V-behandelten, apop- 
totischen Tumorzellen 

Bl . Mause und Tumorzellen 

Sechs bis acht Wochen alte, weibliche C57BL/6 Mause wurden in 
einer pathogenf reien Tierversuchsanlage gemaS den Richtlinien 
der Europaischen Gemeinschaft gehalten. Die syngene H-2b Lym- 
phomlinie RMA wurde von Angelo A. Manfredi (Hospitale San 
Raffaele, 20132 Mailand, Italien) zur Verfiigung gestellt. Die 
H-2b Melanom Zellinie B16F1 wurde von der American Type Cul- 
ture Collection (ATCC, Rockville, MD) bezogen. Die Zellinien 
wurden regelmaSig auf Mykoplasmeninf ektion getestet 

B2. Zelltod 

RMA Zellen wurden wie bei Bellone, M., et al . , J. Immunol. 
159 (1997) , 5391-5399 beschrieben mit ultraviolettem Licht 
bestrahlt, anschlieSend fur 1 h bei 37°C mit 50 pig/ml Mi- 
tomycin C behandelt und gewaschen. Durch Farbung mit FITC- 
markiertem Annexin V (Bender MedSystems, Valter Occhiena, To- 
rino, Italy) wurde die Externalisierung von Phosphatidylserin 
verf olgt . Die Ionendichtigkeit der Plasmamembran wurde mit 
Hilfe von Propidiumiodid bestimmt . Die Zellen wurden 0, 3, 9 
und 18 h nach Bestrahlung analysiert. Die Spezifitat der An- 
nexin V-Bindung wurde durch die Behandlung bestrahlter Zellen 
mit steigenden Konzentrationen (1500 mg/ml) von unmarkiertem 
Annexin V oder Rinderserumalbumin (BSA) und anschlieSender 
Bestimmung der verbliebenen Annexin V - Fluorescein- isothio- 
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cyanat Bindung mittels Durchf lusszytometrie (FACScan, Becton- 
Dickinson, San Jose, USA) ermittelt . 

B3 . Makrophagen 

Makrophagen wurden durch Anhaften an Kunststoff aus entziind- 
lichen Peritoneallavagen, die durch Injektion von Thioglyko- 
lat induziert worden waren, isoliert (Fadok, V. A., et al . , 
Nature 405 (2000) , 85-90) . 

B4. Bestimmung der Zytokinf reisetzung von Makrophagen nach 
Co-Kultur mit bestrahlten Tumorzellen 

Makrophagen wurden in unterschiedlichen Verhaltnissen mit be- 
strahlten Tumorzellen co-kultiviert . Im Kulturiiberstand wur- 
den mit Hilfe spezifischer kommerzieller ELISAs die Zytokine 
TNF-alpha, IL-lbeta, IL-10 and TGF-beta gemessen (DuoSet ELI- 
SA, R&D Systems, Minneapolis, MN) . 

B5 . Immunisierung und Heilung 

Die Immunisierung der Mause erfolgte durch subkutane (s.c.) 
Injektion in den Fuftballen von 1 , 5 oder 10 x 10 6 bestrahlten 
RMA Zellen. Die bestrahlten Zellen waren entweder ohne oder 
mit 100 /ig/ml Runner Annexin V fur 20 min bei Raumtemperatur 
in einem Ca 2+ -haltigen isotonen Puffer vorinkubiert worden. 
Am Tag 15 erhielten die Mause eine Boost - Inj ekt ion in die 
rechte Flanke. Am Tag 3 0 wurde die Effektivitat der Immuni- 
sierung durch s.c. Injektion von 2,5 x 10 4 lebenden RMA Zel- 
len in die gegemiberliegende Flanke getestet. Zwei Mai wo- 
chentlich wurde dann durch Tasten iiberpruft, ob bei den Tie- 
ren Tumore angewachsen waren. Ein Tier wurde als tumorpositiv 
gewertet, wenn der Mittelwert der beiden senkrecht zueinander 
stehenden Durchmesser > 2 mm war. Wenn ein Tumor > 10 mm ge- 
wachsen war oder ulzerierte, wurden die befallenen Tiere ge- 
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totet. Tiere, bei denen innerhalb von 10 Wochen nach der In- 
jektion lebender RMA Zellen kein Tumor tastbar war, wurden 
als tumornegativ gewertet. Diesen tumorfreien Mausen wurden 
abermals 2,5 x 10 4 lebende RMA. Zellen in die gegeniiberliegen- 
de Flanke injiziert, urn die Dauer des Schutzes zu iiberpriifen. 
Die Spezifitat der Antitumorwirkung wurde in den geschiitzten 
Tieren durch s.c. Gabe von 2,5 x 10 4 syngenen B16F1 Melanom- 
zellen iiberpriift (Bellone, M., et al . , J. Immunol. 158 
(1997) , 783-789) . Zur Bestimmung des Effekts von Unterschie- 
den bei der Behandlung von etablierten RMA Lymphomen wurden 
2,5 x 10 4 lebende RMA Zellen s.c. in die linke Flanke inji- 
ziert. Nachdem der Tumor drei Tage lang angewachsen war, wur- 
den die Tiere an der gegenuberliegenden Flanke mit 1 oder 
5 x 10 s bestrahlten RMA Zellen ohne oder mit Annexin V des 
Huhns behandelt (Eine Vakzinierung pro Woche iiber drei Wo- 
chen) . Das Tumorwachstum wurde bestimmt wie oben beschrieben. 

B6 . Ergebnis 

Murine Peritonealmakrophagen sind mit unterschiedlichen Men- 
gen radioaktiv bestrahlter Tumorzellen (bTZ) (syngene RMA- 
Tumor zellen) inkubiert worden, welche zuvor entweder mit An- 
nexin V des Huhns oder nicht mit Annexin V des Huhns behan- 
delt worden waren. Nach 24 h wurde der Kulturuberstand geern- 
tet und die Freisetzung der Zytokine TNF-alpha, IL-l-beta, 
IL-10 and TGF-beta mit ELISAs gemessen. Die Fig. 3 zeigt die 
Ergebnisse der Versuche mit einem bTZ/Mph Ratio von 5 zu 1 . 
Die schwarzen Balken zeigen die Ergebnisse bestrahlter Tumor- 
zellen, die mit Annexin V des Huhns behandelt worden sind. 
Die weiSen Balken zeigen die Ergebnisse bestrahlter Tumorzel- 
len, die nicht mit Annexin V des Huhns behandelt worden sind. 
In der nachstehenden Tabelle 1 sind die Einzelwerte der Mes- 
sungen noch einmal zusammengef asst . 
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Tabelle 1 



bTZ:Mph Ratio 


1:1 


5:1 




bTZ 


bTZ + AxV 


bTZ 


bTZ + AxV 


TNF- alpha 


257 +/-30 


763 +/-66* 


335 +/-30 


978 +/-48** 


IL-l-beta 


n. d. 


n. d. 


44 +/-7 


322 +/-85* 


IL-10 


97 +/-23 


95 +/-4 


105 +/-30 


90 +/-8 


TGF-beta 


339 +/-39 


145 +/-12 


505 +/-54 


193 +/-26* 



* P<0,05 
** P<0,01 



Die Behandlung apoptotischer Zellen mit Annexin V des Huhns 
verschiebt das Zytokinmuster von Phagozyten in Richtung In- 
flammation. 

Bestrahlte syngene Tumorzellen, die mit Annexin V vom Huhn 
behandelt worden sind schutzen und heilen Mause, die eine le- 
tale Tumordosis injiziert bekommen hatten. Die Behandlung 
fuhrt dabei zu einer langanhaltenden spezifischen Anti-Tumor - 
Immunitat . 

Die Fig. 4a und b zeigen jeweils den Anteil an tumorfreien 
Tieren in Abhangigkeit von der Zeit und der Injektion unter- 
schiedlicher Mengen bestrahlter Tumorzellen (bTZ) , die nach 
der Bestrahlung mit oder ohne Annexin V des Huhns inkubiert 
worden waren. Die in den Fig. 4a und b mit gefullten Symbolen 
gezeigten Ergebnisse betreffen bestrahlte Zellen, die mit An- 
nexin V des Huhns behandelt worden sind. Die weiSen Symbolen 
betreffen Ergebnisse mit bestrahlten Zellen, welche ohne An- 
nexin V des Huhns behandelt worden sind. 

Die Fig. 4a zeigt Ergebnisse von Versuchen, bei denen Mausen 
nach der Injektion mit bestrahlten Tumorzellen, die nach der 
Bestrahlung mit oder ohne Annexin V des Huhns inkubiert wor- 
den waren, lebende Tumorzellen injiziert wurden (Vakzinie- 
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rungsansatz) . Die Injektion lebender Tumorzellen erfolgte am 
Tag 0 (1. Pfeil) und bei den uberlebenden Tieren am Tag 72 
(2 . Pfeil) . 

C57B1/6 Mause wurden zweimal nach folgendem Schema subkutan 
in die rechte Flanke injiziert: 

mit PBS 

mit 1 x 10 s bestrahlten Tumorzellen (bTZ) 

mit 5 x 10 s bestrahlten Tumorzellen (bTZ) 

mit 1 x 10 7 bestrahlten Tumorzellen (bTZ) 

Am Tag 0, zwei Wochen nach der letzten Boosterinj ektion, wur- 
den 2,5 x 10 4 lebende RMA-Tumorzellen in die gegeniiberliegen- 
de linke Flanke der Mause injiziert. Am Tag 72 wurde die In- 
jektion bei den uberlebenden Tieren wiederholt (Pfeil) . Die 
Fig. 4a zeigt, dass die Inkubation mit Annexin V des Huhns 
(schwarze Dreiecke) die TumorabstoSung gegeniiber der Injekti- 
on mit unbehandelten bestrahlten Tumorzellen (weiJSe Dreiecke) 
in alien Gruppen deutlich steigert . 

Um die Wirkung auf voretablierte Tumoren zu untersuchen wur- 
den 2,5 x 10 4 lebende RMA-Tumorzellen subkutan in die linke 
Flanke von C57B1/6 Mausen injiziert. Jede Kohorte enthielt 10 
Mause. Vier Tage spater wurden entweder 1 x 10 s oder 5 x 10 s 
bestrahlte RMA-Tumorzellen in die rechte Flanke injiziert. 
Diese Injektion erfolgte nach Behandlung der bestrahlten Zel- 
len mit (gefiillte Symbole) oder ohne (offene Symbole) Annexin 
V des Huhns. Die Fig. 4b zeigt den Zeitverlauf der tumorfrei- 
en Tiere. Bei der Injektion von 5 x 10 s Tumorzellen steigert 
die Behandlung der bestrahlten Tumorzellen mit Annexin V des 
Huhns deren Immunogenitat und die daraus folgende Tumorabsto- 
Sung signifikant. 
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Wie in Fig. 5 gezeigt, waren bei den Mausen, die nicht voll- 
standig geschiitzt waren, sowohl die Tumor-Latenz (Fig. 5a) , 
als auch die Uberlebenszeit erhoht, wenn die bestrahlten Tu- 
morzellen vor der Injektion mit Annexin V des Huhns behandelt 
worden waren. 

C. Daten von SCID-Mausen 
CI. Ziel 

Bestimmung des Einflusses einer AxV-Behandlung apoptotischer 
Zellen auf das angeborenen unspezif ische Immunsystem. 

C2 . Material und Methoden 

C2.1. Zellen 

Die humane Plasmazellinie INA-6 wurde aus einem Pleuraerguss 
eines achtzigj ahrigen Patienten mit Plasmazellenleukamie eta- 
bliert. Sie wachst als Einzelzellsuspension und zeigt die 
Morphologie von Plasmablasten . Die Subzellinie INA-6 Tul 
stammt aus einer Passage in SCID-Mausen. Im Gegensatz zur 
Original -Zellinie proliferiert INA-6 Tul unabhangig von In- 
terleukin-6 und bildet nach intraperitonealer (i.p.) Injekti- 
on in SCID-Mausen deutlich schneller tastbare Tumoren (Bur- 
ger, R. et al. (2001) Hematol . J. 2: 42-53). 

C2.2. Induktion von Apoptose in INA-6 Tul-Zellen 

Die Erzeugung apoptotischer INA-6 Tul-Zellen erfolgte durch 
UV-Bestrahlung fur 40 Sekunden und anschlieiSende Weiterkulti- 
vierung fur 12 Stunden. Bei dieser Dosis zeigen die Zellen 
eine Apoptoserate von ca. 90%, wobei eine Erhohung der Be- 
strahlungsdosis die Rate nur unwesentlich verandert . 
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C2.3. SCID-Mause 

Fur das Experiment wurden 30 weibliche, sechs Wochen alte 
SCID-Mause (Charles River Wiga GmbH) eingesetzt. Auf Grund 
eines angeborenen Defekts besitzen die SCID-Mause kein funk- 
tionales spezifisches Immunsystem in Form reifer T- und B- 
Lymphocyten. Das unspezif ische Immunsystem der Tiere ist je- 
doch unbeeinf lusst . Zur Ausschaltung einer vorhandenen Akti- 
vitat von naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) wurden die 
Tiere einer Ganzkorper-Gammabestrahlung mit einer individuel- 
len Dosis von 2 Gy bestrahlt . 

C2.4. Inokulation mit INA-6 Tul 

24 Stunden nach der Bestrahlung wurden den Tieren je 2 x 10 7 
vitale (Vitalitatsrate ca. 90%) INA-6 Tul-Zellen in 1 ml Kul- 
turmedium (RPMI 1640 mit 20% fotalem Rinderserum) i.p. inji- 
ziert . 

C2.5. Therapeut ische Immunisierung 

24 Stunden nach der Tumor inokulation wurden die Mause in drei 
gleich groEe Gruppen geteilt. Die Tiere der Kontrollgruppe 
erhielten je 1 ml Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS) i.p. 
injiziert. Die Tiere der zweiten Gruppe erhielten je 1 ml 
HBSS mit 2 x 10 7 apoptotischen INA-6 Tul-Zellen i.p. verab- 
reicht. Die Tiere der dritten Gruppe schlielSlich erhielten je 
1 ml HBSS mit 2 x 10 7 apoptotischen INA-6 Tul-Zellen inji- 
ziert, wobei die Zellen 3 0 Minuten vor der i.p.-Gabe mit 
100 jug Annexin V des Huhns bei Raumtemperatur inkubiert wor- 
den waren. 



WO 03/022883 



PCT/EP02/09473 



21 

C2.6. Statistische Auswertung der Daten 

Die statistische Analyse der Daten erfolgte durch den Log- 
Rank-Test mit Hilfe des Sof twarepakets SPSS 10.0.7 von SPSS 
Inc . 

C2 . 7 . Erganzendes Experiment 

Urn einen direkten toxischen Effekt von Annexin auf INA-6 Tul- 
Zellen ausschlieSen zu konnen, wurde ein Prolif erationstest 
durchgefiihrt. Hierzu wurden 10 4 INA-6 Tul-Zellen pro Napfchen 
in Flachboden-Mikrotiterplatten mit 0,2 ml Medium (RPMI-1640 
mit 10% fotalem Rinderserum und 2,5 ng/ml humanem rekombinan- 
tem Interleukin-6) und unterschiedlichen Mengen Annexin V 
(6 pg/ml bis 50 /ig/ml) iiber 72 Stunden inkubiert, wobei die 
Zellen in den letzten 6 Stunden mit 1 jUCi [ 3 H] -Thymidin 
(Amersham) pro Napfchen gepulst wurden. AnschlieSend wurden 
die Zellen geerntet und in einem 6-Szintillationszahler ana- 
lysiert. Die Werte in Fig. 8 zeigen den mittleren [ 3 H] -Thy- 
midin-Einbau in cpm (counts per minute) aus Triplikaten mit 
der einfachen Standardabweichung als Fehlerbalken . Die Kurve 
zeigt eindeutig, dass Annexin V keinerlei Einfluss auf die 
Proliferation von INA-6 Tul-Zellen ausiibt . 

C3 . Beobachtungen wahrend der Tierstudie 

48 Stunden nach der Tumorinokulation zeigten die Tiere der 
zweiten Gruppe, vor allem aber die Tiere der dritten Gruppe, 
starke allgemeine Krankheitszeichen wie struppiges Fell und 
Gewichtsverlust, wahrend die Tiere der Kontrollgruppe auSer- 
lich gesund wirkten. Am dritten und am funften Tag nach der 
Tumorinokulation ist je ein Tier der dritten Gruppe sowie am 
18 . Tag nach der Tumorinokulation ein Tier der zweiten Gruppe 
eingegangen. Die jeweilige Todesursache konnte nicht ermit- 
telt werden. Es kann j edoch mit ziemlicher sicherheit ausge- 
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schlossen werden, dass die Tiere zu diesem fruhen Zeitpunkt 
an der induzierten Myelomerkrankung verstarben. Bei der Aus- 
wertung des Versuchs wurden daher aus der zweiten und dritten 
Gruppe nur die verbliebenen neun bzw. acht Tiere beriicksich- 
tigt. Tiere im finalen Krankheitsstadium wurden vor der wei- 
teren Untersuchung getotet . 

C4 . Ergebnisse 

Am Tag 2 9 nach der Inokulation zeigten sieben der zehn Tiere 
der Kontrollgruppe erbsengroSe Tumoren am Ort der Inokulati- 
on. Vergleichbare Beobachtungen wurden auch in der zweiten 
Gruppe gemacht, wo sieben von neun Tieren deutliche Tumorbil- 
dung zeigten. Uberraschenderweise konnte bei keinem der acht 
Tiere, die mit Annexin V-beladenen apoptotischen INA-6 Tul- 
Zellen behandelt worden waren (Gruppe 3), zu diesem Zeitpunkt 
ein Tumor festgestellt werden. Die Unterschiede der Daten 
bzgl. Tumorwachstum zwischen der Gruppe 3 und der Gruppe 2 
(p=0,0001) bzw. der Kontrollgruppe (p=0,004) sind statistisch 
signifikant (Fig. 9, Tabelle) . 

Die mittlere Uberlebensdauer nach Tumorinokulation betrug in 
der Kontrollgruppe 54,8 Tage, wahrend die Mause der zweiten 
Gruppe sogar eine leicht verkiirzte Uberlebensdauer von durch- 
schnittlich 50,4 Tagen aufwiesen. Im Gegensatz dazu war die 
mittlere Uberlebensdauer von sechs der acht Mause der dritten 
Gruppe mit 71,3 Tagen deutlich hoher. AulSerdem haben die 
restlichen zwei Tiere der dritten Gruppe das vorher festge- 
legte Ende des Beobachtungszeitraums (Tag 95) urn neun Tage 
iiberlebt. Tiere, bei denen Tumoren verzogert auftraten, zeig- 
ten in erster Linie Leberinf iltrate und Aszitesbildung, wah- 
rend die Geschwiire bei fruhzeitigem Auftreten eher lokal be- 
grenzt wuchsen. Die Unterschiede der TJberlebensdaten zwischen 
der Gruppe 3 und der Gruppe 2 (p=0,0004) bzw. der Kontroll- 
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gruppe (p=0,0095) sind statistisch signifikant (Fig. 6, 7, 
Tabelle) . 

C5. Schlussfolgerungen 

Die Beteiligung von nicht-spezif ischen NK-Zellen neben auf 
spezifische Antigene gerichteten zytotoxischen T-Zellen an 
einer erf olgreichen Tumorabwehr ist allgemein bekannt . 

Auf Grund eines genetischen Defekts besitzen SCID-Mause kein 
spezifisches Immunsystem, also auch keine funktionalen zyto- 
toxischen T-Zellen. Sie sind jedoch in der Lage, mit Hilfe 
ihrer Makrophagen und NK-Zellen durch Stickstof fmonoxid-Me- 
taboliten oder/und Perf orin-vermittelte Zytotoxizitat das Tu- 
morwachstum zu unterbinden (Cifone, M.G., Ulisse, S., and 
Santoin, A. (2001) Int Immunopharmacol 1(8): 1513-1524). 

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die therapeutische Gabe 
von Annexin-beladenen apoptotischen Zellen die Etablierung 
eines humanen Tumors in SCID-Mausen deutliche hinauszogern 
und so die Uberlebensdauer verlangern kann. 

Of fensichtlich werden apoptotische Zellen durch die Annexin- 
Beladung so verandert, dass sie in der Lage sind, das funk- 
tionierende unspezif ische Immunsystem - insbesondere NK-Zel- 
len und Makrophagen - der SCID-Mause zu aktivieren. 

Vor allem die Herauf regulierung des Monokins TNF-alpha durch 
Annexin-beladene apoptotische Zellen (Fig. 6, 7) konnte hier 
fur die Aktivierung der NK-Zellen verantwortlich sein. Denn 
TNF-alpha ist besonders wichtig fur die Rekrutierung von NK- 
Zellen in das Peritoneum, da TNF-alpha-def iziente Mause hier 
einen Mangel zeigen (Smyth, M.J. et al . (1998) J Exp Med 9: 
1611-1619) . 
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Patent anspruche 

1. Verwendung eines Proteins zur Herstellung eines Medika- 
raents zur Stimulierung des angeborenen unspezif ischen Immun- 

5 systems, wobei das Protein 

a) Annexin V oder ein damit weitgehend ahnliches Molekul, 
oder 

10 

b) ein wirksames Fragment von Annexin V oder des damit 
weitgehend ahnlichen Molekuls umf asst . 

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei das Protein an Phos- 
15 phatidylserin bindet . 

3 . Verwendung nach Anspruch 1 oder 2 , wobei eine Aminosau- 
resequenz des Proteins der Aminosauresequenz der SEQ ID Nr. 1 
oder Nr. 2 entspricht oder zumindest zu 50%, vorzugsweise zu- 

2 0 mindest zu 60%, besonders bevorzugt zu zumindest 70%, ganz 

besonders bevorzugt zumindest zu 80%, identisch damit ist. 

4. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 
bei das Annexin V nicht-humanes Annexin V ist. 

25 

5. Verwendung nach Anspruch 4, wobei das nicht -humane Anne- 
xin V das Annexin V des Huhns ist . 

6. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspruche, wo- 

3 0 bei die Stimulierung der Immunantwort durch eine Blockade, 

Verhullung, Maskierung und/oder Entfernung von extrazellula- 
rem membranstandig lokalisierten Phosphatidyl serin bewirkt 
wird. 
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7. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei das Protein zur Bekampfung von Bakterien, Viren, Parasi- 
ten oder Tumoren verwendet wird. 

8. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei das Protein als Adjuvans, vorzugsweise in der Tumorthera- 
pie, fur Tumorvakzine, in der Virustherapie , insbesondere zur 
Behandlung von Retrovirusinf ektionen, Lentivirusinf ektionen, 
Infektionen mit Treponema pallidum, Sindbisvirus , Trypanosoma 
brucei und HIV- Infektionen und zur Behandlung der Malaria so- 
wie in der Malariaimmunisierung, verwendet wird. 

9. Verwendung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wo- 
bei das Medikament weiterhin menschliche Tumorzellen umfasst. 

10. Verwendung nach Anspruch 9, wobei die Tumorzellen apop- 
totische und/oder nekrotische Tumorzellen sind. 

11. Verwendung nach Anspruch 10, wobei die Apoptose und/oder 
Nekrose durch Bestrahlung der Tumorzellen ex-vivo oder in- 
vivo ausgelost wird. 

12. Verwendung nach Anspruch 10 oder 11, wobei die Apoptose 
und/oder Nekrose durch Inkontaktbringen der Tumorzellen mit 
Zytostatika ausgelost wird. 

13. Verwendung nach einem der Anspriiche 9 bis 12, wobei die 
Tumorzellen mit dem Protein in Kontakt gebracht werden. 

14. Medikament zur Stimulierung des angeorenene unspezifi- 
schen Immunsystems mit einem Protein, welches 

al) Annexin V oder ein damit weitgehend ahnliches Molekiil, 
oder 
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a2) ein wirksames Fragment von Annexin V oder des darait 
weitgehend ahnlichen Molekuls 

und 

bb) apoptotische und/oder nekrotische Tumorzellen umf asst . 

15. Medikament nach Anspruch 14, wobei das Protein an Phos- 
phatidylserin bindet . 

16. Medikament nach Anspruch 14 oder 15, wobei eine Amino- 
sauresequenz des Proteins der Aminosauresequenz der SEQ ID 
Nr. 1 oder Nr. 2 entspricht oder zumindest zu 50%, vorzugs- 
weise zumindest zu 60%, besonders bevorzugt zu zumindest 70%, 
ganz besonders bevorzugt zumindest zu 80%, identisch damit 
ist . 

17. Medikament nach Anspruch 14 bis 16, wobei das Annexin V 
nicht-humanes Annexin V ist. 

18. Medikament nach Anspruch 17, wobei das nicht-humane An- 
nexin V das Annexin V des Huhns ist. 

19. Medikament nach einem der Anspruche 14 bis 18, wobei es 
weiterhin menschliche Tumorzellen umf asst . 

20. Medikament nach Anspruch 19, wobei die Tumorzellen apop- 
totische und/oder nekrotische Tumorzellen sind. 

21. Medikament nach einem der Anspruche 19 oder 20, wobei 
die Tumorzellen mit dem Protein in Kontakt sind. 

22 . Verf ahren zur Herstellung des Medikaments nach einem der 
Anspruche 14 bis 21, wobei apoptotische und/oder nekrotische 
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Tumor ze 11 en in Kontakt gebracht werden mit einem Protein, 
welches 

a) Annexin V oder ein damit weitgehend ahnliches Molekul, 
oder 

b) ein wirksames Fragment von Annexin V oder des damit 
weitgehend ahnlichen Molekiils umf asst . 

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei das Protein an Phos- 
phatidylserin bindet . 

24. Verfahren nach Anspruch 22 oder 23, wobei eine Aminosau- 
resequenz des Proteins der Aminosauresequenz der SEQ ID Nr. 1 
oder Nr. 2 entspricht oder zumindest zu 50%, vorzugsweise zu- 
mindest zu 60%, besonders bevorzugt zu zumindest 70%, ganz 
besonders bevorzugt zumindest zu 80%, identisch damit ist. 

25. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 24, wobei das 
Annexin V nicht-humanes Annexin V ist. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei das nicht-humane Anne- 
xin V das Annexin V des Huhns ist. 

27. Verfahren nach einem der Ansprdche 22 bis 25, wobei die 
Apoptose und/oder Nekrose durch Bestrahlung der Tumorzellen 
ex-vivo oder in-vivo ausgelost wird. 

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 27, wobei die 
Apoptose und/oder Nekrose durch Inkontaktbringen der Tumor- 
zellen mit Zytostatika ausgelost wird. 

29. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 28, wobei das 
Protein durch Expression mittels transf ormierten Stammen von 
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Escherichia coli und anschlieSende Reinigung hergestellt 
wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, wobei der transf ormierte 

5 Stamm von Escherichia coli Escherichia coli BL21 (DE3) ist . 

31. Verfahren nach Anspruch 2 9 oder 30, wobei als Expressi- 
onsplasmid pDJ2-AnXV verwendet wird. 

10 32. Verfahren nach einem der Anspriiche 29 bis 31, wobei die 
Reinigung des exprimierten Annexin V mittels Saulenchromato- 
graphie erf olgt . 

33. Verfahren nach Anspruch 32, wobei die Saulenchromatogra- 
15 phie unter Verwendung eines Salz-Gradienten durchgefuhrt 
wird. 
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Spur 1 : cAnxV als Referenz 
Spur 2: Zelllysat nach 4 h Wachstum 
Spur 3: Zelllysat nach 6 h Wachstum 
Spur 4: Zelllysat nach 7 h Wachstum 
Spur 5: Zelllysat nach 8 h Wachstum 
Spur 6: Zelllysat nach 16 h Wachstum 



Fig. 1 



1 2 3 




Spur 1: Standard 
Spur 2: Q-Sepharose ff 
Spur 3: Resource S 
Spur 4: Superdex200 pg 



Fig. 2 
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Fig. 6 
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Kontrollgruppe 










10 Tiere 


Tier 


Auftreten 


Tod©st3Q 


G wi ht 


umor- 


Aszites- 


Ausbreitung 


Nr. 


des Tumors 




Q6S I I6TS 


IT13SS6 


bildung 


des Tumors 




d 29 


d45 


19,5 g 


4,0 g 


0 ml 


A 


2 


d29 


d47 


18,4 g 


2,7 g 


0 ml 


A 


3 


d29 


d47 


17,4g 


2,2 g 


0 ml 


A 


4 


d29 


d 47 


20.4 g 


2,9 g 


0 ml 


A 


5 


d29 


d49 


21,0g 


4,8 g 


0 ml 


A 


6 


d29 


d49 


19,8 g 


3,0 g 


0 ml 


A 


7 


d29 


d50 


18,6 g 


2,5 g 


0 ml 


A 


8 


d38 


d62 


+ n.d. 


n.d. 


n.d. 


n.d. 


9 


d55 


d62 


23,3 g 


4,6 g 


1,2 ml 


B 


10 


d77 


d90 


31 ,5 g 


1,8 g 


1,2 ml 


B 



Gruppe2 9 Tiere 



Tier 


Auftreten 


Todestag 


Gewicht 


Tumor- 


Aszites- 


Ausbreitung 


Nr. 


des Tumors 




des Tiers 


masse 


bildung 


des Tumors 


1 


d29 


d45 


16.2 g 


2.3 g 


0 ml 


A 


2 


d29 


d47 


16.8 g 


3.6 g 


0 ml 


A 


3 


d29 


d47 


17.4 g 


3.5 g 


0 ml 


A 


4 


d29 


d48 


21.3 g 


4.0 g 


0 ml • 


A 


5 


d29 


d48 


17.3 g 


2.7 g 


0 ml 


A 


6 


d29 


d48 


17.8 g 


4.1 g 


0 ml 


A 


7 


d29 


d49 


14.4 g 


4.2 g 


0 ml 


B 


8 


d38 


d 50 


15.9 g 


2.6 g 


0 ml 


B 


9 


d38 


d72 


30.2 g 


3.5 g 


4.0 ml 


B 



Gruppe 3 






Tier 


Auftreten 


Todestag 


Gewicht 


Nr. 


des Tumors 




des Tiers 


1 


d47 


d 61 


24.5 g 


2 


d47 


d62 


21.5 g 


3 


d47 


d62 


24.2 g 


4 


d74 


d76 


28.8 g 


5 


d74 


d76 


+ n.d. 


6 


d87 


d91 


33.3 g 


7 


d98 


d 104 


34.3 g 


8 


d99 


d 104 


+ n.d. 



8 Tiere 



Tumor- 


Aszites- 


Ausbreitung 


masse 


biidung 


des Tumors 


5.2 g 


3.5 ml 


B 


6.0 g 


1.0 ml 


B 


1.0 g 


2.5 ml 


B 


2.9 g 


3.2 ml 


B 


n.d. 


n.d. 


n.d 


3.8 g 


3.4 ml 


B 


4.2 g 


4.2 ml 


B 


n.d. 


n.d. 


n.d. 



A: intraperitoneal wachsender, weitgehend lokai begrenzter Tumor 
B: sichtbare Infiltration des intraperitonealen Tumors in Leber und Milz 
n.d.: nicht bestimmt 
d n: Tag n, Tag nach Inokulation 



Fig. 9 
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SEQUENZPROTOKOLLE 

<110> november AG, Gesellschaft fur Molekulare Medizin 

<12 0> Verwendung eines Proteins zur Herstellung eines 

Medikaments zur Stimulierung einer inf lammatorischen 
zellularen Immunantwort 

<130> 411814GA 

<140> 
<141> 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 321 
<212> PRT 

<213> Gallus gallus 

<300> 

<400> 1 

Met Ala Lys Tyr Thr Arg Gly Thr Val Thr Ala Phe Ser Pro Phe Asp 
15 10 15 

Ala Arg Ala Asp Ala Glu Ala Leu Arg Lys Ala Met Lys Gly Met Gly 
20 25 30 

Thr Asp Glu Glu Thr lie Leu Lys lie Leu Thr Ser Arg Asn Asn Ala 
35 40 45 



Gin Arg Gin Glu lie Ala Ser Ala Phe Lys Thr Leu Phe Gly Arg Asp 
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50 55 60 

Leu Val Asp Asp Leu Lys Ser Glu Leu Thr Gly Lys Phe Glu Thr Leu 
65 70 75 80 

Met Val Ser Leu Met Arg Pro Ala Arg He Phe Asp Ala His Ala Leu 
85 90 95 

Lys His Ala He Lys Gly Ala Gly Thr Asn Glu Lys Val Leu Thr Glu 
100 105 HO 

He Leu Ala Ser Arg Thr Pro Ala Glu Val Gin Asn He Lys Gin Val 
115 120 125 

Tyr Met Gin Glu Tyr Glu Ala Asn Leu Glu Asp Lys He Thr Gly Glu 
130 135 140 

Thr Ser Gly His Phe Gin Arg Leu Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asn 
145 150 155 160 

Arg Asp Pro Asp Gly Arg Val Asp Glu Ala Leu Val Glu Lys Asp Ala 
165 170 175 

Gin Val Leu Phe Arg Ala Gly Glu Leu Lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu 
180 185 190 

Thr Phe He Thr He Leu Gly Thr Arg Ser Val Ser His Leu Arg Arg 
195 200 205 

Val Phe Asp Lys Tyr Met Thr He Ser Gly Phe Gin He Glu Glu Thr 
210 215 220 



He Asp Arg Glu Thr Ser Gly Asp Leu Glu Lys Leu Leu Leu Ala Val 
225 230 235 240 
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Val Lys Cys lie Arg Ser Val Pro Ala Tyr Phe Ala Glu Thr Leu Tyr 
245 250 255 

Tyr Ser Met Lys Gly Ala Gly Thr Asp Asp Asp Thr Leu He Arg Val 
260 265 270 

Met Val Ser Arg Ser Glu He Asp Leu Leu Asp He Arg His Glu Phe 
275 280 285 

Arg Lys Asn Phe Ala Lys Ser Leu Tyr Gin Met He Gin Lys Asp Thr 
290 295 300 

Ser Gly Asp Tyr Arg Lys Ala Leu Leu Leu Leu Cys Gly Gly Asp Asp 
305 310 315 320 



<210> 2 
<211> 313 
<212> PRT 

<213> Gallus gallus 
<400> 2 

Met Ala Ala Phe Ser Pro Phe Asp Ala Arg Ala Asp Ala Glu Ala Leu 
15 10 15 

Arg Lys Ala Met Lys Gly Met Gly Thr Asp Glu Glu Thr He Leu Lys 
20 25 30 

He Leu Thr Ser Arg Asn Asn Ala Gin Arg Gin Glu He Ala Ser Ala 
35 40 45 



Phe Lys Thr Leu Phe Gly Arg Asp Leu Val Asp Asp Leu Lys Ser Glu 
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Leu Thr Gly Lys Phe Glu Thr Leu Met Val Ser Leu Met Arg Pro Ala 
65 70 75 80 

5 

Arg He Phe Asp Ala His Ala Leu Lys His Ala He Lys Gly Ala Gly 
85 90 95 

Thr Asn Glu Lys Val Leu Thr Glu He Leu Ala Ser Arg Thr Pro Ala 
10 100 105 110 

Glu Val Gin Asn He Lys Gin Val Tyr Met Gin Glu Tyr Glu Ala Asn 
115 120 125 

15 Leu Glu Asp Lys He Thr Gly Glu Thr Ser Gly His Phe Gin Arg Leu 
130 135 140 

Leu Val Val Leu Leu Gin Ala Asn Arg Asp Pro Asp Gly Arg Val Asp 
145 150 155 160 

20 

Glu Ala Leu Val Glu Lys Asp Ala Gin Val Leu Phe Arg Ala Gly Glu 
165 170 175 

Leu Lys Trp Gly Thr Asp Glu Glu Thr Phe He Thr He Leu Gly Thr 
25 180 185 190 

Arg Ser Val Ser His Leu Arg Arg Val Phe Asp Lys Tyr Met Thr He 
195 200 205 

3 0 Ser Gly Phe Gin He Glu Glu Thr He Asp Arg Glu Thr Ser Gly Asp 
210 215 220 

Leu Glu Lys Leu Leu Leu Ala Val Val Lys Cys He Arg Ser Val Pro 
225 230 235 240 

35 
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Ala Tyr Phe Ala 

Asp Asp Asp Thr 
5 260 

Leu Leu Asp He 
275 

10 Tyr Gin Met He 
290 

Leu Leu Leu Cys 
305 

15 



Glu Thr Leu Tyr Tyr Ser 
245 250 

Leu He Arg Val Met Val 
265 

Arg His Glu Phe Arg Lys 
280 

Gin Lys Asp Thr Ser Gly 
295 

Gly Gly Asp Asp Glu 
310 



Met Lys Gly Ala Gly Thr 
255 

Ser Arg Ser Glu He Asp 
270 

Asn Phe Ala Lys Ser Leu 
285 

Asp Tyr Arg Lys Ala Leu 
300 



